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SMMC7721有体外抑制作用，半抑制质量浓度(IC50)为 91. 66 μg /mL，而绞股蓝皂苷抗癌效果不强;绞股蓝皂苷对蘑菇酪
氨酸酶活力具有较强的抑制作用，IC50为 0. 14 mg /mL，其抑制作用属于可逆抑制，抑制类型为混合型抑制作用，而灰绿曲
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绞 股 蓝［Gynostemma pentaphyllum (Thunb)
Makino］为葫芦科绞股蓝属植物．绞股蓝全世界共有
14个种 2个变种，我国是绞股蓝分布和分化中心［1］．









































转化培养基:葡萄糖 20 g /L，蛋白胨 3 g /L，酵母
膏 3 g /L，磷酸氢二钾 8 g /L，氯化钙 5 g /L，吐温 80
2 mL，七水合硫酸镁 4 g /L，四水合硫酸锰 3 g /L．
旋 转 蒸 发 仪 购 自 Eyela 公 司，酶 标 仪
(MULTISKAN，MK3)和 CO2 培养箱购自美国 Thermo
公司，高效液相色谱(HPLC)购自美国 Agilent公司．
1．2 方 法
1. 2. 1 绞股蓝皂苷提取
绞股蓝皂苷的提取参考文献［13］方法:用高速粉
碎机粉碎绞股蓝样品，称取 50 g 绞股蓝研磨粉，以
45%(体积分数，下同)乙醇为提取溶剂，溶剂用量为





1. 2. 2 皂苷微生物转化
经马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)固体培养基培养活
化的灰绿曲霉菌种，用接种环接入含有 50 mL 马铃薯
液体培养基中，置于 30 ℃、160 r /min 摇床里培养，培
养至长出真菌孢子，用于微生物转化．
灭菌后的转化培养基，接入 2%(体积分数)活化
培养的真菌孢子，在 37 ℃、230 r /min控温摇床上培养
48 h后，加入 5%(质量分数)绞股蓝皂苷底物进行转
化;继续在 37 ℃、230 r /min 控温摇床上培养 3 d 后，




1. 2. 3 HPLC分析
色谱条件:色谱柱为 Agilent Eclipse XDB-C18(150
mm×4. 6 mm)，柱温 25 ℃，检测波长 203 nm，流速 1. 0
mL /min;样品用 0. 45 μm 的滤膜过滤，进样量为 20
μL;流动相为水 /乙腈，梯度洗脱条件为:0 ～ 8 min，
20%(体积分数，下同)乙腈;8 ～ 20 min，20% ～ 35%乙
腈;20～35 min，35%～70%乙腈;35～40 min，70%乙腈;
40～50 min，70%～100%乙腈;50 ～ 60 min，100%乙腈;
60～70 min，100%～20%乙腈．
1. 2. 4 对蘑菇酪氨酸酶二酚酶的活力测定及其
动力学研究
酶的活力测定及效应物对酶活力抑制作用的研
究参考文献［14］．在 3 mL pH 6. 8 的测活体系中(含
50 mmol /L磷酸盐缓冲液(PBS)，0. 5 mmol /L L-DOPA
底物)，加入 100 μL 含不同浓度效应物的二甲亚砜
(DMSO)溶液，加入终质量浓度为 3. 33 μg /mL的蘑菇
酪氨酸酶．以 DMSO 为空白对照，测定波长为 475 nm
处的吸光度(OD)随时间的变化，从直线的斜率求得







求出抑制常数 KI 和 KIS ．
1. 2. 5 MTT法测定抗肝癌活性
将不同质量浓度(0，6. 25，12. 5，25，50，75，100
μg /mL)的效应物作用于肝癌细胞 72 h 后，MTT 法测
定效应物对肝癌细胞增殖抑制作用．取对数生长期细
胞，0. 25%(质量分数)胰酶消化，按 5×104 mL－1的细胞
浓度接种于 96 孔板中，每孔 100 μL，置于 CO2 培养
箱，37 ℃培养 24 h后，吸去细胞培养液;分别加入 100
μL的 DMSO(对照组)和含效应物的样品液(给药
组)，每组 3个重复，共培养 72 h 后吸去培养液;每孔
加入 200 μL 0. 5 mg /mL MTT，再孵育 4 h，吸去上清
液，加入 200 μL DMSO 振荡 10 min，在酶标仪上测量
570 nm 处 OD．细胞抑制率 = (OD对照组 － OD给药组)/
(OD对照组－OD空白组)×100%．
1. 2. 6 对 DNA氧化性损伤的保护作用测定
在离心管中加入不同浓度的效应物 2 μL，再依次
加入 0. 5 μL pBKS 载体、3 μL PBS (pH 7. 4，50
mmol /L)、3 μL 2 mmol /L FeSO4，最后再加入 4 μL
30%(体积分数)H2O2．然后在 37 ℃下孵育 30 min，孵
育后立即点样电泳． 0. 8%(质量分数)琼脂糖凝胶以
TAE电泳缓冲液(40 mmol /L Tris，20 mmol /L 乙酸钠，
2 mmol /L 乙二胺四乙酸(EDTA))配制，电泳 1. 5 h，1






图 1 绞股蓝皂苷(a)和灰绿曲霉转化产物(b)的 HPLC谱图













和灰绿曲霉转化产物作用 72 h 后，对肝癌细胞
SMMC7721 的体外抑制作用 ．从图 2 可以看出:绞
股蓝皂苷对肝癌细胞 SMMC7721 的抑制作用很弱，
在质量浓度为 100 μg /mL 时对细胞的抑制率仅达
14. 89%;灰 绿 曲 霉 转 化 产 物 对 肝 癌 细 胞
SMMC7721 有较强的体外抑制作用，且抑制作用具
有浓度依赖性，随质量浓度增大抑制率增强，IC50为






3(a)和(b)所示:绞股蓝皂苷在 0～0. 667 mg /mL的质
量浓度范围内对蘑菇酪氨酸酶二酚酶活性具有较强
图 2 效应物对肝癌细胞 SMMC7721的抑制作用
Fig. 2 Inhibition effect of effector on the growth
of hepatocellular carcinoma cells SMMC7721
























抑制类型和抑制常数的测定;图中直线 1～4对应的绞股蓝皂苷质量浓度分别为 0，0. 033，0. 083，0. 167 mg /mL．
图 3 绞股蓝皂苷对蘑菇酪氨酸酶的抑制作用和动力学机理





抑制常数(KI)为 0. 192 mg /mL 和对酶-底物络合物的
抑制常数(KIS)为 0. 364 mg /mL．KIS大于 KI 说明其对
酶-底物络合物的紧密程度要高于对游离酶的结合
程度．
2. 4 对 DNA氧化性损伤的保护作用
以 pBKS DNA作为 DNA模板，利用 H2O2 在反应
体系中产生羟自由基等方式作用 DNA链，检测绞股蓝
皂苷和灰绿曲霉转化产物对 DNA 氧化断裂的保护作
用．结果如图 4所示:未处理的 pBKS DNA主要以超螺






绞股蓝皂苷为 0. 2 mg /mL时对 DNA 氧化损伤表现出
保护作用;为 2 mg /mL 时即可对 DNA 有明显保护作
用，超螺旋条带明显增加;为 20 mg /mL时基本完全保
护 DNA氧化损伤．灰绿曲霉转化产物为 2 mg /mL时对







图 4 绞股蓝皂苷和灰绿曲霉转化产物对 H2O2
诱导的 pBKS DNA氧化损伤的保护作用
Fig. 4 Protective effect of gypenoside and
biotransformation products by A． glaucus against
















犁头霉(Absidia corymbifera)AS 3. 3387 转化原人参二
醇，得到 5个代谢产物，其中 7β-羟基-20(S)-人参三醇
和 7-氧-20(S)-人参三醇为新化合物，并显示出对前列
腺癌细胞 DU-145和 PC-3更强的抑制作用．Gao 等［17］
从土壤中分离到一株真菌 P． oxalicum sp．68，能将原人
参二醇皂苷转化成系列活性代谢产物．从其发酵液中
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Microbial Transformation of Gypenoside from Gynostemma pentaphyllum
by Aspergullus glaucus and Its Biological Activities
CHEN Lianghua1，WENG Mengting2，QIN Jiang2，
SHEN Ｒuichi1，CHEN Qingxi2，MING Yanlin1，3*
(1．Key Laboratory of Fujian Province for Physiology and Biochemistry of Subtropical Plant，Fujian Institute of
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Abstract:Gynostemma pentaphyllum in Fujian Province was used as the material in this research．Gypenoside was extracted with ethanol and
n-butyl alcohol．Gypenoside was microbially transformed by Aspergullus glaucus．The abilities of anticancer，anti-tyrosinase and anti-oxidation
in gypenoside and transformation products were measured in our study．The difference of bioactivity between gypenoside and microbially trans-
formed gypenoside was compared．The result showed that the products of transformation by A． glaucus affected the growth of hepatocellular car-
cinoma cells SMMC7721 with half maximal inhibitory concentration (IC50)values of 91. 66 μg /mL，but the anticancer activity of gypenoside
was very weak．Gypenoside had strong inhibition to the mushroom tyrosinase．The value of IC50 was 0. 14 mg /mL．Moreover，the products of
transformation by A． glaucus showed little anti-tyrosinase acti-vity．The kinesis study showed that the inhibition of gypenoside to mushroom ty-
rosinase was reversible and inhibition types were mixed．Gypenoside exhibited the active protective effect on H2O2-induced oxidative-stress
damage at the concentration of 0. 2 mg /mL，and the products of transformation by A． glaucus were at 2 mg /mL．This research indicated that
the anticancer effect of gypenoside modified by microorganisms was enhanced，but the activity of anti-tyrosinase and H2O2-induced oxidative-
stress damage became weakened．This study laid the foundation of screening anticancer gypenoside by means of microbial transformation．
Key words:Fujian Gynostemma pentaphyllum;microbial transformation;tyrosinase inhibition;anticancer;antioxidant
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